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过度表达 G 蛋白调节子 16 促进大鼠胶质瘤C6 细胞增殖
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摘　要: 目的　探讨 G 蛋白调节子 16 (R GS16)对大鼠胶质瘤
C6 细胞的生物学特性的影响. 方法　利用脂质体介导法将
R GS16 基因导入C6 细胞中, 在倒置显微镜下观察细胞形态
变化和贴壁情况; 3H 2T dR 法检测 C6 细胞在转染不同梯度
pCM V 52R GS16 和 pCM V 5 质粒后的增殖情况; 免疫细胞化
学法检测转染前后R GS16 蛋白的表达情况; 流式细胞仪检测
转染pCM V 52R GS16 和pCM V 5 质粒 36 h 后细胞周期变化和
细胞是否有凋亡发生. 结果　转染 pCM V 52R GS16 质粒 24 h
后 30% 细胞贴壁性降低, 突起收缩, 细胞变圆; R GS16 蛋白表
达阳性; 3H 2T dR 法检测显示 C6 细胞增殖速度与转染
pCM V 52R GS16 的量呈正相关; 细胞周期结果显示 G1 期细胞
百分数减少 10% , 而 S 期细胞百分数增多 14% ; 未发现
R GS16 与凋亡有直接关系. 结论　R GS16 可能促进C6 细胞
的增殖.
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Abstracts: A IM 　 To study the effect of R GS16 on the
b io logical characterist ics of gliom a C6 cells. M ETHOD S　
pCM V 52R GS16 w as transfected in to C6 cells by lipofect in.
T he mo rpho logical and adhesive changes of the cells w ere
observed under an inverted m icro scope. P ro liferat ion of C6
cells w as m easu red by 3H 2thym idine ( 3H 2T dR ) assay after
gradien t transfect ions of pCM V 52R GS16 and pCM V 5.
Exp ression of R GS16 w as exam ined by imm unocytochem ical
m ethod bo th befo re and after the transfect ion. F low
cytom etry w as adop ted to m easu re changes in the fract ion
num ber of the cell cycle phase and to detect w hether R GS16
cou ld induce apop to sis of C6 cell. RESUL TS　24 hours after
the transfect ion of pCM V 52R GS16 app rox im ately 30% of C6
cells grew round and 13% exp ressed R GS16; 36 h later the
po sit ive relat ionsh ip betw een the p ro liferat ion of C6 cells and
the gradien t transfect ions of pCM V 52R GS16 w as disp layed by
3H 2T dR assay. F low cytom etry show ed that the fract ion
num ber of G1 phase of C6 cells reduced by 10% and that of S
phase accum ulated by 14% and R GS16 cou ld no t induce
apop to sis of C6 cells. CONCL USION 　 R GS16 m igh t
p romo te the p ro liferat ion of C6 cells.
0　引言
G 蛋白在丝裂原激活蛋白激酶 (m itogen2
act iva ted p ro tein k inases, M A PK) 引起细胞增殖和
分化的信号转导过程中起重要调控作用[ 1 ]. G 蛋白
调节子 ( regu la to rs of G p ro tein signa ling, R GS) 是
近年来新发现的参与 G 蛋白信号转导的一个大家
族, 主要功能是负调节 GΑi 和 GΑq 亚基, 其成员超过
20 种[ 2 ]. 1997 年我们[ 3 ] 在小鼠垂体内克隆了
R GS16, 并发现其在肝、垂体和脑组织内表达丰富.
最近发现R GS16 可能参与细胞的应激反应[ 4- 7 ]. 根
据文献检索 R GS16 在胶质瘤中的作用尚未见报道,
因此, 我们将外源性基因R GS16 导入C6 细胞, 观察
其对细胞的影响, 为确定 R GS16 蛋白的功能和其在
C6 细胞信号转导中的作用提供依据.
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1　材料和方法
1. 1 　材料　大鼠胶质瘤细胞 C6: 本室保存;
pCM V 52R GS16, pCM V 5 和 R GS16 抗体: 新加坡国
立大学林圣彩教授惠赠; 脂质体: Gibco 公司; 3H 2
T dR: 上海原子能研究所; 免疫组化试剂盒: 武汉博士
德公司; DNA 2P rep 试剂盒: 美国Cou lter 公司.
1. 2　方法
1. 2. 1　基因转染[ 8 ]　C6 细胞在含 150 mL ·L - 1小
牛血清的 R PM I1640 培养液中常规培养, 细胞生长
至对数期时以 1×105ö孔接种于 6 孔培养板. 将
pCM V 52R GS16 3 Λg 和脂质体 10 ΛL 分别溶于无血
清培养液 100 ΛL , 两溶液缓慢混匀, 室温放置 30
m in, 加入无血清培养液 0. 8 mL , 混匀后加入上述 6
孔 培 养 板 中, 常 规 培 养 4 h 后, 每 孔 加 入 含
150 mL ·L - 1小牛血清的 R PM I1640 培养液 2 mL.
同样方法转染 pCM V 5 作为对照. 只加脂质体每孔
10 ΛL 和未处理组各 3 孔作为阴性对照. 阳性率计
算: 在随机一显微镜视野下, 阳性率 = R GS16 蛋白
表达阳性的细胞数×100% ö总细胞数. 转染 24 h 后
分别在倒置显微镜下观察细胞的形态变化.
1. 2. 2　3H 2T dR 掺入法[ 9 ]　取对数生长期细胞, 消
化后制成 1×109·L - 1细胞悬液, 按每孔 100 ΛL 接种
于 96 孔培养板, 培养 4 h, 细胞贴壁. 将 pCM V 52
R GS16 和 pCM V 5 质粒分别按 4 组不同梯度 (90,
180, 270, 360 ngö孔) , 与 0. 8 ΛL 脂质体分别溶于 25
ΛL 无血清培养液, 每个梯度 3 孔, 两溶液缓慢混匀,
室温放置 30 m in, 混匀后加入上述已接种细胞的 96
孔培养板中, 24 h 后每孔加3H 2T dR 1. 85×104 Bq
(50 ΛL ) , 继续培养 12 h, 吸取上清液, PBS 洗涤 3 次
后测3H 2T dR 掺入率.
1. 2. 3　免疫细胞化学染色　转染同时制备细胞爬
片, 转染后 36 h 取出, PBS 洗涤 2 次×3 m in; 950
mL ·L - 1乙醇固定 30 m in, 加兔抗鼠 R GS16 抗体
(1∶50) , 4℃ 过夜, PBS 洗涤 3 次×5 m in; 加入即用
型羊抗兔, 室温放置 30 m in, PBS 洗涤 3 次×5 m in;
加入 SABC 复合物, 室温放置 30 m in, PBS 洗涤 3 次
×5 m in; DAB 显色, 苏木精衬染.
1. 2. 4　细胞周期和凋亡分析　36 h 后取 4 组细胞
各约 1×106 个, 经胰酶消化制成单细胞悬液, 离心 2
次, 每次 PBS 4 mL 洗涤. 700 mL ·L - 1乙醇固定,
DNA 染色后用流式细胞仪检测细胞周期变化和是否
有凋亡峰出现.
统计学处理: 采用 t 检验进行统计学分析.
2　结果
2. 1　细胞形态变化　转染 pCM V 52R GS16 24 h 后,
倒置显微镜下显示细胞贴壁性降低, 突起收缩, 细胞
变圆. 对照组未见明显变化 (F ig 1).
2. 2　3H-TdR 掺入法　转染 pCM V 52R GS16 组放射
值随转染质粒 DNA 量的增加而明显升高. 转染
pCM V 5 组放射值变化不明显. 统计表明两组之间有
显著差异 (P < 0. 01, T ab 1).
表 1　pCM V 52R GS16 组和 pCM V 5 组不同梯度的3H 2T dR 值
T ab 1　3H 2T dR values of pCM V 52R GS16 group and pCM V 5
group (n= 3, xθ±s)
Group 90ng 180ng 270ng 360ng
PCM V 5 740±13 690±42 780±14 709±29
PCM V 52RGS16b 733±12 899±32 1037±26 1209±19
bP < 0. 01 vs pCM V 5.
2. 3 　免疫细胞化学　转染 pCM V 52R GS16 组
R GS16 蛋白表达阳性 (阳性率 13% , F ig 2) ; 转染
pCM V 5 组脂、质体组和未处理组 R GS16 蛋白表达
阴性.
图 1　转染 pCM V 52R GS16 24 h 后C6 细胞形态变化
F ig 1　M o rpho logical and adhesive changes of the cells 24 h
after transfect ion of pCM V 52R GS16　×100
图 2　转染 pCM V 52R GS16 36 h 后C6 细胞R GS16 蛋白表达
阳性
F ig 2 　 Exp ression of R GS16 in C6 cells 36 h after
transfect ion of pCM V 52R GS16　SABC　×100
159第四军医大学学报 (J Fou rth M ilM ed U niv) 2002; 23 (10)
2. 4　细胞周期和凋亡分析　转染 pCM V 52R GS16




T ab 2　Cell cycle assay by cytom etry
Group G1 S G2
N o rm al 0. 70 0. 21 0. 09
L ipofectin 0. 73 0. 19 0. 08
PCM V 5 0. 73 0. 18 0. 09
PCM V 52RGS16 0. 60 0. 35 0. 05
3　讨论
R GS 蛋白家族是一组含有约 120 个氨基酸在进
化上很保守的R GS 结构域的蛋白质. 它们主要直接
与 G 蛋白的 GΑi 和 GΑq 亚基结合, 通过上调 G 蛋白
Α亚基的 GT P 酶活性, 促进 G 蛋白 Α亚基和 ΒΧ亚基
的结合, 从而负调节 G 蛋白的活性, 并间接负调节 G
蛋白对M A PK 的激活[ 2 ]. 1997 年我们[ 3 ]在小鼠垂体
克隆了 R GS16 并发现其可以代替酵母细胞中一种
R GS 蛋白 SST 2 的功能, 使停滞于 G1 期的酵母细胞
恢复增殖状态. 后来我们[ 4 ]又发现 R GS16 可以减弱
血小板激活因子对 p 38M A PK 的激活作用; 并且在
CEM 细胞中蛋白激酶 C 可以通过上调 TN F2Α而诱
导 R GS16 的表达[ 5 ]. Buckb inder 等[ 6 ] 和 Beadling
等[ 7 ]曾分别发现 p 53 和 IL 22 也可以诱导 R GS16 的
表达. 因此我们推测R GS16 可能参与细胞的凋亡和
应激反应 . 我们将pCM V 52R GS16 转入C6 细胞后,
发现细胞贴壁性降低, 星状突起收缩, 细胞变圆; 36 h
后 R GS16 蛋白表达阳性; 3H 2T dR 掺入法结果显示
R SG16 明显促进C6 细胞的增殖; 流式细胞仪结果表
明 R GS16 促进了 G1 期的细胞加快向 S 期过渡, 使
G1 期细胞百分数下降而 S 期细胞百分数增加; 但实
验结果未发现R GS16 与凋亡的直接关系.
本研究表明, R GS16 可以促进胶质瘤C6 细胞的
增殖, 有类似 SST 2 在酵母细胞中的作用[ 3 ]. 由于
SST 2 通过下调G 蛋白活性从而减弱主要通过RA Sö
RA FöM A PK 通路传递到细胞核内的信号, 使C ln1p 2
Cdc28 和C ln2p 2Cdc28 活化, 促进细胞增殖[ 10 ]. 因此
我们推测R GS16 也可能通过间接调节Cdc28 而调节
C6 细胞周期的运行. 但由于哺乳动物细胞信号转导
的复杂性以及胶质瘤 C6 细胞内基因突变造成信号
转导通路与正常细胞之间的差异性[ 11 ] , 因此也不能
排除R GS16 通过其他信号转导通路调节C6 细胞周
期的运行. 由于本实验未发现 R GS16 与凋亡的关
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